(12) NACH DEM VERTRAG OBER DIE INTERNATI ONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBDET DES 
PATENTWESENS (PCT) VERdFFENTUCHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation fQr geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 

(43) Internationales Verdffentlichungsdatum 
25. Januar 2001 (25.01.2001) 




PCT 



(10) Internationale Verdflentlichnngsnummer 

WO 01/06255 Al 



(51) Internationale Patentklassifikation 7 : G01N 33/543, 
35/00, 33/569, B01N 3/00 



(21) Internationales Aktenzeichen: 



PCT/EP00/03048 



(22) Internationales Anmeldedatum: 

6. April 2000 (06.04.2000) 



(25) Einretcbungssprache: 

(26) Verdffentlichungssprache: 
(30) Angaben zur Prioritflt: 



Deutscb 
Deutsch 



199 33 153.7 



20. Juli 1999 (20.07. 1999) DE 



(71) Anm elder (fur alle Besrimmungsstaaten mitAusnahme von 
US): BYK GULDEN LOMBERG CHEMISCHE FAB- 
RIK GMBH [DE/DE]; Byk-Gulden-Str. 2. D-78467 Kon- 
:(DE). 



(72) Erfinden WEVKHART, Monika; Im Komblinnenweg 
10, D-78479 Konstanz (DE). 



(72) Erfinden und 

(75) Erfinder/Anmelder (nwr fir US): ISE, Wolfgang 
[DE/DE]; Tagennosstrasse 12, D-78462 Konstanz (DE). 

(74) Gemeinsamer Vertreter: BYK GULDEN LOMBERG 
CHEMISCHE FAB RIK GMBH; Byk-Gulden-Str. 2, 
D-78467 Konstanz (DE). 

(81) Besrimmungsstaaten (national): AE, AL, AU, BA, BG, 

BR, CA, CN, CZ, EE, GE, HR, HU, ID, IL, IN, JP, KR, LT, 
LV, MK, MX. NO, NZ, PL, RO, SG, SI SK, TR, UA, US, 
VN, YU, ZA, ZW. 

(84) Bestimmungsstaaten (regional): eurasisches Patent (AM, 
AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), europaisches Patent 
(AX BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, 
MC, NL, PT, SE). 

Veriftentlicht: 

— Mil intemationalem Rechercnenberickt. 

Zur Erldarung der Zweibuchstaben-Codes. und der anderen 
Abkurzungen mrd auf die Erkianmgen COuidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Anfangjeder regularen Ausgabe 
der PCT-Gazette verwiesen. 



(54) Title: DEVICE FOR PROCESSING ANALYTES IN SOLID PHASES 

(54) Bezeichnung: VORRICHTUNG ZUR PROZESSIERUNG VON ANALYTEN AN FESTPHASEN 



IT) 




w (57) Abstract: The invention relates to a novel device enabling automatic immunological processing of analytes in solid phases. 

O 

^ (57) Zusammenfassung: Es wird eine nene Vorrichtung beschrieben, die eine automatische, immunologische Prozessienmg von 



Analyten an Festphasen ermoglicht. 



BEST AVAILABLE COPY 



WO 01/06255 



PO7EP00/03048 



-1 - 

Vorrichtung zur Prozessierung von Analyten an Festphasen 
Technisches Gebiet 

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur immunologischen Prozessierung von Analyten an Festpha- 
sen. 

Stand derTechnik 

Bei der immunologischen Prozessierung von Western-blots sind haufig zahlreiche, aufeinanderfolgen- 
de Inkubationsschritte mit unterschiedlichen Reagenzienlosungen notwendig. Teilweise sind dabei 
auch definierte Temperaturen und Inkubationszeiten einzuhalten. Zwischen den inkubationen mit Rea- 
genzienlosungen sind oftmals zusatziiche Spulschritte erforderiich. Die immunologische Prozessierung 
von Western-blots ist daher ein sehr zeitaufwendiges Verfahren, das die voile Aufmerksamkeit des 
Experimentators erfordert. Die automatisierte immunologische Prozessierung von Analyten an Fest- 
phasen (z.B. Membranen) ist nach dem derzeitigen Stand der Technik nur in einem sehr einge- 
schrankten Made verfugbar. Von der Firma Bio-Rad wird ein Western Processor System vertrieben, 
das einen grofcen Oder zwei kleine Reagenzienbehaiter zur Entwicklung von Western-blots aufweist. 
Das System ermSglicht das automatische Zufuhren Oder Abfuhren von Reagenzienltisungen, die fur 
die Entwicklung der Westem-blots benotigt werden. Von der Firma Merck wird ein Farbesystem unter 
dem Handelsnamen Mirastainer® vertrieben. Das Gerat weist eine bewegliche Halterung fur Objekttra- 
ger auf, die ein Eintauchen des ObjekttrSgers in verschiedene Reagenzienlosungen (in der Regel Far- 
be- oder Fixierlfisungen) ermdgiicht. Mit diesen Geraten ist die vollautomatische Durchfuhrung komple- 
xer Analysen und Detektionsverfahren, insbesondere solcher die unterschiedliche Temperaturbedin- 
gungen erfordem, nur unzureichend moglich. 

Beschreibunq der Erfindung 

Aufgabe der Erfindung ist die Bereitstellung einer Vorrichtung die eine vollautomatische Durchfuhrung 
von immunologischen Prozessierungen von Analyten an Festphasen erlaubt. 



Es wurde nun gefunden, dad diese Aufgabe geldst wird durch eine Vorrichtung, umfassend mindestens 
drei im wesentlichen parallel zueinander angebrachte Reagenzienbehalter, die jeweils auf einer gtei- 
chen Seite eine Offnung aufweisen, mindestens einen Halter zur Aufnahme der Festphase, Mittel zur 
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horizontalen Bewegung des Halters und Mittel zur vertikalen Bewegung des Halters, wobei die Mittel 
zur vertikalen und horizontalen Bewegung des Halters ein Absenken der Festphase in einen darunter- 
liegenden Reagenzienbehalter und ein Herausheben der Festphase aus dem Reagenzienbehalter er- 
mfiglichen. 

Gegenstand der Erfindung ist daher eine Vorrichtung zur immunologischen Prozessierung von Analy- 
ten an Festphasen, umfassend mindestens drei im wesentlichen parallel zueinander angebrachte Rea- 
genzienbehalter, die jeweiis auf einer gleichen Seite eine Offnung aufweisen, mindestens einen Halter 
zur Aufnahme der Festphase, Mittel zur horizontalen Bewegung des Halters und Mittel zur vertikalen 
Bewegung des Halters, wobei die Mittel zur vertikalen und horizontalen Bewegung des Halters ein Ab- 
senken der Festphase in einen darunteriiegenden Reagenzienbehalter und ein Herausheben der Fest- 
phase aus dem Reagenzienbehalter ermoglichen. 

Weitere Gegenstande der Erfindung sind in den UnteranspriJchen enthaiten. 

Erfindungsgemaft wird unter immunoiogischer Prozessierung bevorzugt die Detektion von Anaiyten in 
Form von Antigenen mittels spezifischer Antikorper verstanden. 

Unter Anaiyten werden im Zusammenhang mit der Erfindung organische Molekuie wie Proteine, Lipide 
oder Oligosaccharide sowie deren Fragmente verstanden. Diese konnen beispielsweise isoiiert auf 
einer festen Phase oder als Bestandteil eines Gewebeschnittes vorliegen. 

Unter Festphasen werden im Zusammenhang mit der Erfindung zweckma&igerweise Mernbranen, wie 
beispielsweise Mernbranen aus Nitrocellulose, PVDF, Nylon oder Cellulose, DQnnschicht Chroma- 
tographie (DC) Platten, wie beispielsweise HPTLC Platten oder ObjekttrSger jegiicher Bauart verstan- 
den. ErfindungsgemafJ bevorzugt sind Mernbranen oder DC Platten. 

Erfindungsgemafc handelt es sich bei den Reagenzienbehaitern urn Behaiter aus Materialien die gegen 
eine Vielzahl von Ldsungsmittein, wie beispielsweise verdflnnte SMuren und Laugen oder organische 
Losungsmittel, bestandig sind. Femer sind die Reagenzienbehalter vorzugsweise von guter Warme- 
leitfahigkeit. Dies ermoglicht eine Temperierung bei individuellen Proze&schritten bei der immunologi- 
schen Prozessierung. Geeignete Materialien sind beispielsweise Glas oder EdelstahL In Geometrie 
und Dimension sind die Reagenzienbehalter der Festphase angepaGt und ermoglichen vorzugsweise 
eine vollstandige Aufnahme der Festphase durch die Offnung in das Behaitnis, wobei eine ausreichen- 
de Benetzung der Festphase mit Reagenzienlosung bei moglichst geringem Reagenzienvolumen ge- 
wahrleistet ist. Dies hat den Vorteil, daft nur geringe Mengen der oft sehr teuren ReagenzieniOsungen 
(z.B. AntikGrperlosungen) eingesetzt werden mussen. Als zusatzliches Merkmal kOnnen ein oder meh- 
rere der Reagenzienbehalter uber Offnungen mit SchlSuchen verbunden sein. Vorzugsweise handelt 



WO 01/06255 



-3- 



PCT/EP00/03048 



es sich bei den mit Schlauchen verbundenen Offnungen urn Bohrungen am Boden der Reagenzienbe- 
hSIter. Dies ermoglicht das Zufuhren oder Entfemen von Reagenzlflsungen bzw. Spulldsungen in den 
Reagenzienbehaitem. Das ZufQhren oder Entfernen von Reagenzienlosungen kann mit Hilfe geeigne- 
ter Pumpen aus geeigneten Vorratsbehaitem bzw. in geeignete Abfallbehaiter bewerkstelligt werden. 
Dies ermoglicht insbesondere eine intensive SpGlung der Festphasen zwischen verschiedenen Inkuba- 
tionsschritten bei der immunologischen Prozessierung, wodurch beispielsweise unerwunschte Konta- 
minationen der Inkubationsreagenzien vermieden werden. 

Erfindungsgemafc sind mindestens drei ReagenzienbehSlter vorhanden, bevorzugt mehr als drei, be- 
sonders bevorzugt vier bis zwdlf. Durch das Vorhandensein einer ausreichenden Anzah! von Reagen- 
zienbehaitem kann jede benotigte Reagenzienlosung in einem separaten Reagenzienbehalter unterge- 
bracht werden. Das Reinigen von Reagenzienbehaitem wahrend der immunologischen Prozessierung, 
wie es bei den Systemen aus dem Stand der Technik erforderiich ist, kann damit bei der erfindungs- 
gemaften Vorrichtung entfallen. Dies hat weiterhin den Vorteii, daft es mogiich ist, die eingesetzten 
Reagenzienlosungen innerhalb eines Verfahrens mehrfach zu benutzen und so Reagenzienlosung 
einzusparen. 

Bei der Halterung fQr die Aufnahme der Festphase handelt es sich vorzugsweise urn einen Rahmen in 
dem die Festphase fixiert werden kann. Gewunschtenfalls konnen auch zwei oder mehrere Festphasen 
gleichzeitig mit der Halterung verbunden werden. Fur die Herstellung des Rahmens eignen sich insbe- 
sondere Materialien die inert sind gegen die bei der immunologischen Prozessierung eingesetzten 
Reagenzienlosungen. Als beispielhafte Materialien seien Edelstahl oder auch Kunststoffe wie Teflon 
oder PVC genannt. Fur die Fixierung von Membranen eignet sich insbesondere ein flacher Edelstahl- 
kafig. Fur die DC-Platten eignet sich insbesondere ein Edelstahlrahmen, der gewunschtenfalls so di- 
mensioniert sein kann, dad zwei DC Platten gleichzeitig prozessiert werden kflnnen. 

Die Halterung ist vorzugsweise Idsbar mit dem Mittel zur horizontalen Bewegung der Halterung und 
dem Mittel zur vertikalen Bewegung verbunden. Die Befestigung mit dem Mittel zur vertikalen Bewe- 
gung der Halterung erfolgt bevorzugt tiber Befestigungsmittel wie Schrauben, Schnappverbindungen 
Oder Qber Magnetverbindungen. 

Bei dem Mittel zur horizontalen Bewegung der Halterung handelt es sich vorzugsweise urn einen hori- 
zontalen Linearantrieb mit Schrittmotor. 

Bei dem Mittel zur vertikalen Bewegung der Halterung handelt es sich vorzugsweise urn einen vertika- 
len Linearantrieb mit Schrittmotor. 
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Die Mittel zur vertikalen und horizontalen Bewegung der Halteoing sind gewunschtenfails losbar mit- 
einander verbunden. 

Die Mittel zur horizontalen und vertikaien Bewegung der Halterung ermdglichen, dali die Reagenzien- 
behaiter in beliebiger Reihenfolge von dem Halter mit der Festphase angesteuert werden kdnnen und 
die Festphase in die gewunschten Reagenzienbehaiter abgesenkt bzw. herausgehoben werden kann. 
Bevorzugt ist auch eine Bewegung der Halterung mit der Festphase im Reagenzienbehaiter moglich. 

In einer anderen Ausfuhrungsform der Erfindung kdnnen die Festphase und/oder die Halterung mit der 
Festphase im Reagenzienbehaiter abgeiegt werden, d.h. wahrend der Prozessierung im Reagenzien- 
behaiter sind die Festphase und/oder die Halterung mit der Festphase nicht mit den Mitteln zur hori- 
zontalen und vertikaten Bewegung verbunden. Eine solche Vorrichtung eignet sich zur simultanen Pro- 
zessierung von bis zu acht t vorzugsweise bis zu vier Festphasen in gleichen und/oder verschiedenen 
Reagenzienbehaltem. Durch die Mittel zur horizontalen und vertikalen Bewegung konnen verschiedene 
Halterungen mit Festphasen bevorzugt nacheinander aufgenommen, zu entsprechenden Reagenzien- 
behaltem transportiert, in entsprechende Reagenzienbehaiter abgeiegt und/oder von dort wieder ent- 
nommen werden und gewunschtenfails zu einem weiteren Reagenzbehalter transportiert werden. in 
diesem Fall weist die Vorrichtung vorzugsweise zusatzliche Mittel auf, die eine Bewegung der in den 
Reagenzbehaitem abgelegten Festphase bzw. Festphase mit Halterung im Reagenzienbehaiter er- 
mfiglicht. Die Bewegung der Halterungen Oder Festphasen in den jeweiligen Reagenzienbehaltem 
kann beispielsweise durch Rotation von seitlich an den Reagenzienbehaltem angebrachten Nocken- 
wellen Oder Stege, die zur exakten Positionierung Einkerbungen aufweisen, bewerkstelligt werden. Die 
Stege kdnnen dann beispielsweise uber einen Extender auf und ab bewegt werden. Die Nockenwellen 
bzw. Stege konnen beispielsweise die Halterungen der Festphasen Ittsbar aufnehmen und bewegen. 

Durch die Prozessfiihrung der immunologischen Prozessierung der Festphase in der erfindungsgema- 
lien Vorrichtung wird unter Ausnutzung der Schwerkraft, im Vergleich zu der aus dem Stand der Tech- 
nik bekannten Prozeflfuhrung, beim Wechsel der jeweiligen Reagenzienbehaiter eine bessere Abtren- 
nung (Abtropfen) der Reagenzienfiussigkeit von der Festphase ermdgiicht. 

insgesamt wurde uberraschenderweise festgestellt, daft mit der erfindungsgemafcen Vorrichtung die 
Reproduzierbarkeit und somit die Qualitat der immunologischen Prozessierung verbessert wird. 

Die Vorrichtung kann weiterhin Steuerplatinen zur Steuerung der Funktionen der Vorrichtung aufwei- 
sen. Zweckmaiiigerweise besitzt das Gerat eine Schnittstelle zur Verbindung mit einem PC, der mit 
Hiife einer geeigneten Software die Steuerung der Vorrichtung ermdgiicht. Nach Vorbereitung des Ge- 
rates urid Eingabe eines gewunschten Ablaufprogramms kann die immunologische Prozessierung der 
Festphase automatisch erfolgen, ohne dafi eine weitere Kontrolle durch den Experimentator erforder- 
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lich ist. Die erfindungsgemafie Vorrichtung ermoglicht automatisch die freie Kombination folgender 
Parameter: Anzahl der Reagenzienbehalter, Reihenfolge der Ansteuerung der Reagenzienbehalter, 
Verweildauer der Festphase in dem Reagenzienbehalter, gewunschtenfalls Einstellung der Temperatur 
der Reagenzienbehalter, Frequenz der Vertikalbewegung der Halterung im Reagenzienbehalter, ge- 
wunschtenfalls Durchfuhrung von SpQIzyklen. Alle Prozesse konnen ferner beliebig wiederholt und frei 
miteinander kombiniert werden. Gewunschtenfalls kann mit Hilfe der Software auch ein Protokoll er- 
stelit werden, das den Ablauf der immunologischen Prozessierung dokumentiert. Dies hat insbesonde- 
re Bedeutung im Zusammenhang mit der Durchfuhrung von analytischen Prozessen bei GLP, GMP 
und GCP. 

Gewunschtenfalls kann die erfindungsgemafie Vorrichtung auch Mittel zur Detektion der Analyten nach 
erfolgter Prozessierung aufweisen. Beispieisweise kann die Festphase fur den Nachweis eines Lumi- 
neszenzsignals in einem als Dunkelkammer fungierenden Behaitnis abgeiegt werden, in dem sich auch 
ein CCD (Charge Coupled Device) Chip beflndet. Die Bildanalyse und Quantifizierung der Lumines- 
zenzreaktion kann dann mittels geeigneter Software im PC der zur Steuerung der Vorrichtung verwen- 
det wird, durchgefuhrt werden. 

Anhand der Zeichnungen werden zwei beispielhafte Ausfuhrungsformen der Erfindung wie folgt naher 
eriautert. 

Es zeigen: 

Fig. 1 eine Perspektivdarstellung einer ersten AusfOhrungsform, gesehen von vome, oben und von 
einer End-Seite einer erfindungsgemafien Vorrichtung zur immunologischen Prozessierung von Ana- 
lyten an Festphasen. 

Fig. 2 die Vorrichtung nach Fig. 1 jedoch ohne vordere Verkleidung. 

Fig. 3 die Teildarstellung der Vorrichtung nach Fign. 1 und 2, gesehen von der ROckseite oben und der 
anderen End-Seite. 

Fig. 4 eine Perspektivdarstellung einer weiteren Ausfuhrungsform einer erfindungsgemaGen Vorrich- 
tung zur immunologischen Prozessierung von Analyten an Festphasen, gesehen von vome, oben und 
von einer End-Seite. 

Die in den Fign. 1 - 4 dargestellten erfindungsgema&en Vonichtungen 1 sind als kompakte Laborgerate 
konzipiert. Beim Bau der Gerate wurden die folgenden Geratekomponenten verwendet: Reagenzien- 
behaiter 2, die eine Offnung 3 aufweisen, eine Halterung 4 zur Aufnahme der Festphase 5, Mittel 6 zur 
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horizontalen Bewegung der Halterung 4 in Form eines Schlittens 6a und Linearantriebs 6b mit Schritt- 
motor 6c, Mittel 7 zur vertikalen Bewegung der Halterung in Form eines Lifts 7a mit Schrittmotor 7b, 
Peltiereiemente 8 zum Heizen und Kuhlen von Reagenzienbehaltern 2, Pumpen 9 und Schlauchven- 
tile 10 zum Befullen und Entleeren der Reagenzienbehalter, einen LQfter 11 und Behaiter 12 mit Spul- 
Iflsung. Die Vorrichtung 1 weist weiterhin ein Netzteil 13 und eine Schnittstelle zur Verbindung mit ei- 
nem PC auf. Mit Hilfe einer geeigneten Software wird der Betrieb der Vorrichtung gesteuert. Im Fol- 
genden werden die einzelnen Komponenten detaiiliert beschrieben: 

Bei der voriiegenden Vorrichtung gemafc. Fign. 1-3 sind insgesamt 10 Reagenzienbehalter 2 in Form 
von Giaskammem (ca. 12x12x1 cm) linear in Abstanden von ca. 3 crfi nebeneinander angeordnet. 
Die Offnungen 3 mit einer Dimensionierung von 11 cm x 0,4 - 0,8 cm sind zum Einlass von 40 bis 110 
ml Reagenzien- oder Spullosung geeignet. Zwei Reagenzienbehalter 2a, 2b weisen spezielle Kon- 
struktionsmerkmale auf und dienen vorzugsweise als Spulkammern. Die Spulkammern haben am Bo- 
den spezielle Bohrungen, durch die uber Schiauche Spulflussigkeit fur Spulschritte eingefullt werden 
kann. Die BefOllung der Kammem mit der SpGllosung erfolgt durch Pumpen 9. Diese kfinnen aus ei- 
nem Vorratsbehalter 12 die entsprechenden Reagenzienbehalter 2a, 2b fullen bzw. nach erfolgter 
Spulung die entsprechenden Reagenzienbehalter 2a, 2b auch wieder entleeren. Jeder der beiden Re- 
agenzienbehalter ist mit einer eigenen Pumpe fur die BefOllung und einer eigenen Pumpe fur die Ent- 
leerung verbunden und jeweils an einen eigenen Vorratsbehalter angeschlossen. Dadurch lassen sich 
Kreuzkontaminationen verhindern. Zwei weitere Reagenzienbehalter 2c, 2d sind thermostatisierbar 
ausgestaltet. Dazu weist die Vorrichtung zwischen den Reagenzienbehaltern 2c, 2d einen Warmetau- 
scher mit Peltiereiementen 8 und einen Lufter 1 1 auf. Die Reagenzienbehalter 2c, 2d sind mit einem 
geeigneten Material isoliert. Die Reagenzienbehalter 2c, 2d kdnnen so uber einen Temperaturbereich 
von 0 - 50° C thermostatisiert werden. 

Die Halterung 4 fQr die Festphase 5 ist in Form eines Edelstahlrahmens ausgestaltet und ist Qber 
Schrauben losbar mit einer Aufnahme 14 mit einem Lift 7a verbunden. Der Lift 7a ermoglicht Qber ei- 
nen Schrittmotor 7b die Bewegung des Halters 4 und der Festphase 5 in vertikaler Richtung. Der Lift 7a 
ist auf einem Schlitten 6a angebracht und der Schiitten Qber eine Aufnahme 15 mit einem horizontaien 
Linearantrieb 6b mit Schrittmotor 6c verbunden. Der Schlitten 6a, der gleichzeitig die Funktion einer 
Abdeckung der Reagenzienbehalter ubernimmt, weist einen Durchtritts- und Fuhrungsspalt 16 (Fig. 1) 
auf, durch den der Halter 4 mit der Festphase 5 in einen darunteriiegenden Reagenzienbehalter 2 ab- 
gesenkt werden kann. Eine auf dem Schlitten angebrachte Tropfenauffangwanne 17 verhindert, daft 
nach der Herausnahme der Halterung 4 abtropfende Reagenzienlosung in darunteriiegende Reagen- 
zienbehalter 2 tropft. Der Linerarantrieb 6b und der Lift 7a ermoglichen, dad die Reagenzienbehalter 2 
in beliebiger Reihenfolge angesteuert werden konnen und die Festphase 5 in die gewOnschten Rea- 
genzienbehalter 2 abgesenkt bzw. herausgehoben werden kann. Die Mechanik des Lifts 7a ermoglicht 
weiterhin eine Auf- und Abwartsbewegung der Halterung 4 mit der Festphase in dem Reagenzienbe- 
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haiter. Auf diese Weise wird ein intensiver Austausch der FestphasenoberflSche, die den Analyten 
trSgt, mit der Reagenzienlosung in dem Reagenzienbehaiter 2 ermoglicht Die Frequenz der vertikalen 
Bewegung kann uber die Geratesoftware variabel gesteuert werden (z.B. Frequenz von 1 - 20 Auf-/Ab- 
bewegungen /min). 

An einem Ende des Schlittens 6a ist eine auf einer Roile aufgewickelte Foiie (die Breite der Folie ent- 
spricht ungefahr der des Schlittens) befestigt (in der Zeichnung nicht dargestellt). Bei einer Linearbe- 
wegung des Schlittens 6a wird die Folie hinter dem Schlitten 6a von der Rolle gezogen und durch den 
Schlitten 6a nicht mehr abgedeckte, freiliegende ReagenzienbehSlter werden durch die Folie abge- 
deckt. Bei einer Bewegung des Schlittens 6a in Ausgangsposition rollt sich die Folie wieder auf die 
Rolle auf. 

Altemativ kann der Schlitten 6a, wie in der Vorrichtung gemali Fig. 4 gezeigt, seitlich neben den Rea- 
genzienbehSltern angebracht sein. 

Insgesamt konnen somit folgende Parameter frei miteinander kombiniert werden: Anzahl und Reihen- 
folge der fur die Prozessierung notigen Reagenzienbehalter, Steuerung der Temperatur bei 2 der 10 
Kammem, Frequenz der Vertikalbewegung, Verweildauer in jeder einzelnen Kammer, Anzahl von 
SpQIzyklen in den beiden Spulkammern. Aile Prozesse konnen ferner beliebig wiederholt und frei mit- 
einander kombiniert werden. 

Neben der immunologischen Prozessierung von Membranen eignet sich die erfindungsgemS&e Vor- 
richtung 1 insbesondere auch zur immunologischen Prozessierung von DC-Platten. Die W09743313 
beschreibt die manuelle immunologische Prozessierung von DC Platten nach DurchfQhrung einer 
dUnnschichtchromatographischen Trennung. 

Zur Vorbereitung auf die immunologische Detektion durch die erfindungsgema&e Vorrichtung 1 werden 
beispielsweise DC-Platten nach DurchfQhrung einer dunnschichtchromatographischen Trennung (z.B. 
wie in der W09743313 beschrieben) einer Anaiytenprobe getrbcknet. Zur Absattigung unspezifischer 
Bindungsstellen werden die Platten in einer Losung mit einer geetgneten Blockieriosung, z. B. Gelatine 
oder Proteine, inkubiert. Die Platten werden dann mit dem primaren Antikorper inkubiert. Tragt dieser 
keine Markierung, kann die Detektion mit Hilfe eines markierten zweiten Antikorpers erfolgen. Fur die 
Detektion konnen aile gangigen Detektionsverfahren angewandt werden. Nach Entfemen von Ober- 
schQssigem erstem Antikorper durch Waschen wird mit einem markierten sekundflren Antikorper inku- 
biert. Nach dem Waschen werden die markierten Antikorper detektiert. Deren Visualisierung erfolgt auf 
ubliche Weise, z. B. durch Zusatz von Luminol und Wasserstoffperoxid, beispielsweise unter Zuhilfe- 
nahme des ECL (Enhanced Chemiluminescence)-Detektionsverfahrens der Firma Amersham Buchler, 
welches sehr sensitiv ist. 
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Im folgenden wird die Erfindung exemplarisch anhand eines Verfahrens zur Quantifizierung des Lung- 
surfactantproteins SP-C beschrieben. FQr dieses Verfahren wurde eine Vorrichtung gemSU den Figu- 
ren 1-3 verwendet. 
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Beispiele 

1. Probenvorbereitung und Dunnschichtchromatographie (TLC) 

Far die Dunnschichtchromatographie wurden HPTLC-Platten mit einer veranderten Silica-Matrix, wie 
sie von der Firma Merck Darmstadt unter dem Handelsnamen Dioi vertrieben werden, benutzt. Das 
Auftragen der Proben auf die HPTLC-Platten wurde automatisch unter Benutzung eines Linomat IV 
(Camag, Berlin) ausgefuhrt. Nach dem Probenauftrag wurden die Platten luftgetrocknet und ein der 
Chromatographic unter Benutzung einer CHCI 3 :MeOH-Mischung [CHCI^MeOH^S %ige NH 4 OH/H 2 6 = 
32,5/15/1/2 (Volumenverhaltnis)] als flQssige Phase unterworfen. Nach tier Chromatographie wurden 
die Platten getrocknet 

2. Immunodetektion des Surfactantproteins SP-C mit SP-C-Antikorpern unter Verwendung 
des Immunoprozessors 

Zur Absattigung von unspezifischen Bindungsstellen wurden die getrockneten HPTLC-Platten fur 

3 Stunden mit 3 %iger Fischgelatine in PBS, die 150 mM NaCI, 12 mM Na 2 HP0 4 und 3 mM NaH 2 P0 4 
(pH 7,4) enthielt, in Kammer 5 (Zahlweise von links nach rechts in der Vorrichtung gemafi Fig. 1 und 2; 
Voiumen 90 ml, Festphasenbewegung im Reagenzienbehaiter 4x/min) bei 20°C inkubiert. Danach wur- 
den die Platten 12 Stunden in Kammer 10 (Voiumen 40 ml, Festphasenbewegung im Reagenzienbe- 
haiter 4x/min) bei 4° C in Gegenwart des primaren Antikorpers (SP-C Antikfirper) bei einer Verdunnung 
von 1:10.000 inkubiert. Ungebundene Antikorper wurden durch mehrmaliges Waschen mit TBS/T aus 

4 mM Tris-HCI, 100 mM NaCI. 0,05 % Tween-20 (pH 7,4) in (SpQI)Kammer 1 unter Verwendung von 
140 ml Puffer entfernt. Zur Hybridisierung mit dem Primarantikdrper wurden die Platten 2 Stunden mit 
Meerrettichperoxidase konjugiertem SekundSrantikorper bei einer Verdunnung von 1:80.000 im TBS/T 
in 40 ml Losung in Kammer 8 (Festphasenbewegung im Reagenzienbehaiter von 4x/min) bei 15°C 
inkubiert. Ungebundene Antikorper wurden wie oben beschrieben durch mehrmaliges Waschen der 
Platten mit TBS/T in (SpOI)Kammer 2 entfernt. Immunreaktive Komplexe wurden unter Verwendung 
des ECL-Detektionssystems von Amersham Buchler nach einer 5 min. Substratinkubation in Kammer 8 
ohne Festphasenbewegung im Reagenzienbehaiter inkubiert. Nach Beendigung aller Inkubationen 
wurden die Platten aus der Apparatur genommen und 1 - 10 min einem Rontgenfiim (Hyperfilm Amers- 
ham) exponiert. 

3. Pigitalisierung der Rontgenfllme und Computerauswertung 

Zur Quantifizierung der Immunkomplexe wurden die Rdntgenfilme mit einem Flachbettscanner mit 
Durchlichtaufsatz (HP ScanJet 4 C, Hewlett Packard) digitalisiert. Die Signalintensitaten auf den Rdnt- 
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genfilmen wurden durch Computerauswertung unter Benutzung der Densitometer-Software Aida 
(Raytest) ausgewertet. 
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Patentanspruche 

1) Vorrichtung (1) zur immunologischen Prozessierung von Analyten an Festphasen (5) umfassend 
mindestens drei im wesentlichen parallel zueinander angebrachte Reagenzienbehaiter (2) fur 
Reagenzien und SpullSsungen, die jeweils auf einer gleichen Seite eine Offhung (3) aufweisen, 
mindestens einer Halterung (4) zur Aufnahme der Festphase (5), Mittel (6) zur horizontalen Be- 
wegung der Halterung (4) und Mittel (7) zur vertikalen Bewegung der Halterung (4), wobei die 
Mittel (6, 7) zur vertikalen und horizontalen Bewegung der Halterung (4) ein Absenken der Fest- 
phase (5) in einen darunteriiegenden Reagenzienbehaiter (2) und ein Herausheben der Fest- 
phase (5) aus dem ReagenzienbehSlter (2) ermdglichen. 

2) Vorrichtung nach Anspruch 1 , wobei es sich bei den Mitteln (7) zur vertikalen Bewegung der 
Halterung (4) urn einen Lift (7a) mit Schrittmotor (7b) handelt. 

3) Vorrichtung nach Anspruch 2, wobei es bei den Mitteln (6) zur horizontalen Bewegung urn einen 
Schlitten (6a) handelt, der mit einem horizontalen Linearantrieb (6b) mit Schrittmotor (6c) ver- 
bunden ist und der Lift (7a) auf dem Schlitten (6a) angebracht ist. 

4) Vorrichtung nach Anspruch 3, wobei der Schlitten (6a) einen Durchtritts- und Fuhrungsspalt (16) 
fur die Halterung (4) und eine Tropfenauffangwanne (17) aufweist. 

5) Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei mindestens einer der Reagenzienbehalter (2) mit einem 
Schlauch fur die Zufuhrung und/oder Abieitung einer Reagenzienlosung versehen ist. 

6) Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei zusatzlich mindestens ein VorratsbehSlter (12) fur Reagen- 
zien- oder Spullfisungen vorhanden ist. 

7) Vorrichtung nach Anspruch 1 , wobei zusatzlich Mittel (8, 11) zur Thermostatisierung eines oder 
mehrerer der Reagenzienbehalter (2) vorhanden sind. 

8) Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei es sich bei der Halterung (4) urn einen Rahmen handelt, in 
den die Festphase (5) eingesetzt und flxiert werden kann. 

9) Vorrichtung nach Anspruch 8 f wobei es sich bei der Festphase (5) urn eine Membran, DC Platte, 
Oder einen Objekttrager handelt. 

10) Vorrichtung nach Anspruch 8, wobei es sich bei der Membran um eine Membran aus Nitrocellu- 
lose, PVDF oder Cellulose handelt. 
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